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$大鼠可行性及可能机制%方

法
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组大鼠注射等体积灭菌水!建模成功后!
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$水平!以及人
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基因在大鼠卵
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组比较差异有统计学意义"

!

$

%&%A

$%卵巢间质'颗粒及卵子细胞中观察到人
87e

基因!

KH+

@

H+E.'

信号表达量)"

0&0%c$&0)

$

a$%

X'

*明显低于
:

组"

!

$

%&%A

$%结论
!

Ie;Z2;+

通过修复颗粒细胞

和直接合化成颗粒细胞卵子细胞两种途径作用于卵巢!达到治疗
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%取材方便#免疫原性低#对不同程度

受损组织有修复作用#可作为目前理想种子源细

胞&
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)国内外已有相关研究#但确证性实验证据不

足#且改善卵巢储备+生育功能作用机制尚不清楚#临

床进展缓慢&
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)本实验旨在观察
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治疗环

磷酰胺$
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%建立
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模型大鼠的卵巢结构功能变

化#验证此种疗法的可行性及其可能的治疗机制#为
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临床应用提供参考依据)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

2=?

级
2<

雌性大鼠
)1

只#体质量

$

1%%c$$

%

G

#购自广东省医学实验动物中心)检疫
0

!

合格后进入实验#饲养温度与湿度!

1%

)

1) `

#

0%]

)

-%]

#

$%If$0I

昼夜间断照明#自由进食饮

水)

;5[

购自德国
:HMFEMW,K"L"

GO

B̂PI

)血清检

测
C7328
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个月内母血检测传染性病毒阴性者足月分娩胎儿的

脐带作样本#与产妇签订知情同意书)组织贴壁法分

离培养源细胞#后续试验均采用第
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方法
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随机数字表法分成阴性对照$

8

组#

+d$/
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文献&

).-
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组建模成功后各取
$/

只大鼠用于后

期实验)建模前及完成后
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尾静脉采血测卵泡刺激

素$

?26

%+雌二醇$

C1

%水平)建模完成后
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尾静脉

移植生长良好的第
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单细胞悬液
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分组取血和卵巢组织测量各项指标)

A&B&B
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观察指标

A&B&B&A
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血清检测指标
!
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建模前后检测血清中
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模型构建是否成功)
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移植后
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动脉采血#
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检测血清中
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+黄体生成素
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%和抗苗勒管激素$
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%#对

比
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值)
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染色
!
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鼠$每组
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只%卵巢
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染色切片观察组织形态#计算

卵巢中生长卵泡+闭锁卵泡与黄体数)

A&B&B&C
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荧光标记原位杂交技术$
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用
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鼠$每组
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只%卵巢中是否表达人的特异性基因序列
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#通过设计
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特异性探针#如果阳性则代表

卵巢中存在人的细胞#证明移植的
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存在于

大鼠卵巢#取乳腺癌组织为阳性对照)
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取大鼠卵巢组织切片#
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个
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信号进行光

密度值半定量分析)组织学观察正常情况下只在闭锁

卵泡的颗粒细胞和黄体中的黄体细胞和膜细胞阳性表

达
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信号#
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种细胞中表达

外#生长卵泡和成熟卵泡的颗粒细胞中也呈阳性表达)
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数据采用
2=221'&%

进行分析#计
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两比较用
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检验#检验
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结
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$!

8

+

:

+

;'
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水平比较#差异均

无统计学意义$
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%#见表
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建模前后大鼠血清
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水平比较%
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组比较

B&B
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各组大鼠卵巢储备功能比较
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组大鼠移植后
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$-!

#

?26

"

76
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水平

增加$
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%#但仍低于
8

组$
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%(

8Z6

水

平较
:

组增加#与
8

组比较差异无统计学意义$
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%#见表
1

)

B&C
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各组大鼠卵巢组织
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染色结果比较
!

各组大

鼠卵巢组织结构完好#可见各级卵泡及黄体)

8

组大

鼠卵巢组织结构未见异常#闭锁卵泡数量较少(

:

组

大鼠较
8

组卵巢体积减小+生长卵泡减少+闭锁卵泡

增加#差异均有统计学意义$
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%(
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组大鼠较
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组生长卵泡增多+闭锁卵泡减少#差异均有统计学意
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$-!

卵巢
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染色结果#见图
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移植后
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卵巢中人
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基因表

达情况
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染色阳性对照细胞核呈蓝色#图中被

染成红色的即为人
87e

基因序列探针)取
8

组卵

巢组织为阴性对照#观察发现被染成蓝色的细胞核#

并无红色斑点存在)移植
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后
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卵巢

组织中均能观察到被染成红色的人
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基因#且能

在少量的颗粒细胞及卵子细胞中观察到被染成红色

的人
87e

基因#见图
1

)
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B&E

!

各组大鼠
KH+

@

H+E.'

水平比较
!

光密度值半定

量分析#移植后
$

+

$-!KH+

@

H+E.'

免疫组织化学结果

均显示
;

组信号表达量高于
:

组#

:

组信号表达量高

于
8

组#差异均有统计学意义$

!

$

%&%A

%)组织学观

察#发现
KH+

@

H+E.'

信号在
8

+

;

组中表达在闭锁卵泡

的颗粒细胞和黄体中的黄体细胞和膜细胞#生长卵泡

和成熟卵泡的颗粒细胞不表达(

KH+

@

H+E.'

信号在
:

组

的闭锁卵泡的颗粒细胞+黄体中的黄体细胞和膜细

胞#以及生长卵泡和成熟卵泡的颗粒细胞中均表达#

见图
'

+表
0

)

图
$

!!

'

组大鼠移植后卵巢
6C

染色结果%

6C

&

a0%

(

!!

8

!阳性对照(

:

!阴性对照(

;

!

Ie;Z2;+

移植
$!

(

<

!

Ie;Z2;+

移植
$-!

图
1

!!

?326

检测
Ie;Z2;+

移植后大鼠卵巢中人
87e

基因表达

图
'

!!

KH+

@

H+E.'

信号在
'

组大鼠卵巢组织中表达情况%

6C

&

a1%%

(

%-('
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年
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表
1

!!

'

组大鼠移植后卵巢储备功能评价指标比较%

Ic/

&

+d)

(

组别
?26

"

76

移植后
$!

移植后
$-!

3>6:

$

@G

"

B7

%

移植后
$!

移植后
$-!

8Z6

$

,

G

"

B7

%

移植后
$!

移植后
$-!

8

组
$&A)c%&'A $&'(c%&1- $0-&-)c$(&A$ $00&'(c/&A/ $&/%c%&$) $&//c%&$)

:

组
$&A(c%&A$ $&A(c%&A$ $$(&'/c$0&)(

H

$$-&1-c$0&)(

H

$&0/c%&A(

H

$&A$c%&1/

H

;

组
$&A)c%&'- $&A)c%&'A $1'&0-c$1&-0

H

$'(&$%c$)&0/

HP

$&A%c%&$0

H

$&)/c%&$(

!!

H

!

!

$

%&%A

#与
8

组比较(

P

!

!

$

%&%A

#与
:

组比较

表
'

!!

'

组大鼠移植后卵泡计数比较%

Ic/

&

+d)

(

组别
生长卵泡

移植后
$!

移植后
$-!

闭锁卵泡

移植后
$!

移植后
$-!

黄体

移植后
$!

移植后
$-!

8

组
01&-$c$'&)1 '1&1'c)&/0 $0&1%c'&$' (&10c1&($ $A&A0c1&-% $A&'%c1&0'

:

组
10&''c$%&$%

H

$(&/%c)&-$

H

'1&/'cA&'$

H

$(&1%cA&$1

H

$)&A'c1&($ $0&%%c'&($

;

组
'(&%%c$$&1$

P

1/&-Ac1&)'

P

$-&'1c)&0%

P

$$&-'c$&)%

P

$0&/$c0&-1 $$&'1c$&1'

!!

H

!

!

$

%&%A

#与
8

组比较(

P

!

!

$

%&%A

#与
:

组比较

表
0

!!

KH+

@

H+E.'36;

分析结果%

Ic/

&

+d)

&

a$%

X'

(

组别 移植后
$!

卵泡 移植后
$-!

卵泡

8

组
1&1-c%&(- 0&1'c$&/0

:

组
)&($c1&1'

H

(&1'c'&)'

H

;

组
'&A/c$&$-

P

0&0%c$&0)

P

!!

H

!

!

$

%&%A

#与
8

组比较(

P

!

!

$

%&%A

#与
:

组比较

C

!

讨
!!

论

!!

Z2;

起源于中胚层#具有自我复制和多向分化

潜能)近年来#大量研究表明#

Z2;

具备机体损伤及

免疫调节的功能#被广泛地应用于心血管+血液和神

经系统等多方面疾病的临床前研究中)来源于新生

儿组织$脐带血%的多功能
Z2;

是再生医学中极有潜

力的干细胞群体&

(

'

#本研究结果表明#

Ie;Z2;+

移植

治疗后大鼠与未治疗大鼠相比#颗粒细胞细胞核膜逐

渐修复#核仁出现#内质网与线粒体少量存在#说明

Ie;Z2;+

对卵巢颗粒细胞有修复作用)同时#光密

度值半定量分析法检测到#

;

组治疗后大鼠卵泡中

KH+

@

H+E.'

的信号表达低于
:

组#且在生长卵泡和成熟

卵泡中检测不到
KH+

@

H+E.'

信号#说明
Ie;Z2;+

可

以减少生长卵泡凋亡)因此#本实验为
Ie;Z2;+

治

疗
=W?

提供了实验室依据#运用
Ie;Z2;+

治疗

=W?

大鼠具有可行性#其可改善卵巢储备功能)

;5[

会造成颗粒细胞的损伤&

$%

'

#颗粒细胞是包

绕在卵母细胞周围的一层菱形或扁平细胞#在卵母细

胞发育成熟过程中起信号传导与营养支撑作用#对维

持卵泡正常功能极为重要)研究发现
:

组大鼠颗粒

细胞核溶解+核膜消失+线粒体空泡化#线粒体与内质

网数量逐渐减少#对比
Ie;Z2;+

移植治疗后大鼠#

证明了
Ie;Z2;+

对卵巢颗粒细胞的修复作用)可

以推测
Ie;Z2;+

是通过修复卵巢颗粒细胞+减少生

长卵泡凋亡而达到修复受损卵巢的作用)人鼠之间

存在较大种族差异#但人与人之间不存在此种隔阂#

使用人胚胎来源的
Ie;Z2;+

来治疗人类
=W?

#临床

实施可行性大大提高&

$$

'

)

朱少芳&

$1

'将
Ie;Z2;+

移植进
=W?

小鼠体内#

在卵巢中发现了供体来源的卵母细胞#小鼠生殖能力

得到改善#认为
Z2;

有向受损部位浓集并分化成卵

母细胞进行卵巢修复的特性&

$'

'

)本研究用
?326

检

测法观察到卵巢间质+颗粒和卵子细胞中均存在少量

人
87e

基因#证明
Ie;Z2;+

在卵巢间质中有分布#

且有少量分化成了颗粒和卵子细胞)这说明通过尾

静脉注射
Ie;Z2;+

可成功到达卵巢#与李彩霞等&

$0

'

发现
:Z2;+

定向卵巢部位归巢能力的结果一致#其

且与
:Z2;+

有相同特性#可改善大鼠生殖能力#论证

了静脉注射移植
Ie;Z2;+

的可行性)此外#静脉注

射创伤性远小于卵巢原位注射#操作可行性高#也为

Ie;Z2;+

运用于临床治疗
=W?

奠定了基础)

本实验选用
?26

"

76

+

3>6:

+

8Z6'

个临床上

较优的评价指标&

$A

'

)结果发现
=W?

大鼠移植
Ie;.

Z2;+

后
$-!

#血清中
8Z6

+

3>6:

水平均上升#足

以说明
Ie;Z2;+

可以有效地改善卵巢储备功能)

这对改善临床上
=W?

患者不孕状况#具有十分重要

的意义)

Ie;Z2;+

治疗
=W?

有两个可能的途径!

$

$

%通过修复颗粒细胞等功能型细胞来修复受损卵

巢($

1

%直接分化成卵巢内颗粒细胞和卵子细胞对卵

巢进行修复)

Ie;Z2;+

在
=W?

相关疾病中的研究

成果大多局限于动物模型#实际应用于临床仍需继续

探索)此外#

=W?

产生机制尚不完全清楚#今后应开

展更多+更全面的深入研究#为
=W?

的治疗提供一个

新的可行途径)
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